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1. Einleitung 
 
1.1 Einleitung und Zielsetzung 
 
Bakterien und andere Mikroorganismen umgeben die Menschen in allen Lebenslagen. 
Bakterien befinden sich in und auf dem Menschen und nicht alle sind schädlich. Im 
Mund eines Menschen leben etwa 10
10 
Bakterien und auf der menschlichen Haut etwa 
eine Billion, aber unterschiedlich verteilt. In feuchten Regionen sind es mehrere 
Milliarden, in fettigeren Regionen (Stirn) einige Millionen und an den Armen wenige 
Tausend pro Quadratzentimeter. Dort ernähren sich die Bakterien von Hautschuppen, 
Lipiden und Mineralstoffen, die die Hautporen täglich abscheiden. Sie dienen der Haut 
als natürliche Schutzhülle. 99% der am und im menschlichen Körper lebenden 
Mikroorganismen, 400 Arten, darunter vorwiegend Bakterien, leben im 
Verdauungstrakt (großteils im Dickdarm) und bilden die Darmflora
1
. In der Darmflora 
helfen die Bakterien, wie Escherichia Coli, bei der Verdauung. Eine große Anzahl von 
Bakterien haben die Fähigkeit, für den Menschen wichtige Stoffe wie Enzyme und 
Antibiotika zu produzieren. Man muß aber auch auf die Mikroorganismen und 
Bakterien hinweisen, die für Menschen schädlich sind, (z.B kann Escherichia Coli 
außerhalb des Verdauungstrakts Harnwegsinfekte oder Gehirnhautentzündung bei 
Neugeborenen hervorrufen), oder Giftstoffe produzieren, die Lebensmittel befallen. 
Deswegen sind schnelle und zuverlässige Detektion dieser Mikroorganismen von 
entscheidender Bedeutung. So werden chemische Sensoren als Lösungen für 
analytische Probleme eingesetzt, besonders da, wo qualitative und quantitative Fragen 
sehr schnell beantwortet werden müssen. Probenvorbereitung, hoher Verbrauch an 
organischen Lösungsmittel, Zeitintensität, hohe Kosten, oder Schwierigkeiten bei der 
Identifizierung stellen ein Problem für die konventionellen Methoden 
(Chromatographie, MS, HPLC, IR, NMR) bei der Detektion und Charakterisierung 
von Bakterien und anderen Mikroorganismen dar. Chemische Sensoren ermöglichen 
eine billige, rasche und sichere Detektion von Bakterien und anderen 
Mikroorganismen. In der Umweltanalytik
2 
werden die chemischen Sensoren sehr oft 
eingesetzt. 
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Mit kleinen Handgeräten werden organische Kontaminationen in Luft, Boden und 
Wasser gefunden oder die Bestimmung des CO2-Gehaltes der Luft durchgeführt. In 
der Kontrolle von biologischen Prozessen
3
, in der Lebensmitteltechnologie und der 
Umweltanalytik ist die Detektion von Zellen und Mikroorganismen
 4
 in 
unterschiedlichen Matrizes von zunehmender Bedeutung. Eine mögliche Anwendung 
ergibt sich auch durch den Einsatz von Biowaffen, wo rasch gehandelt werden muß 
und  Früherkennung, Frühwarnung und dauerhafte Überwachung wichtig ist. 
.Chemische Sensoren gewinnen im Umweltschutz, im Personenschutz, in der 
chemischen Verfahrenstechnik und in der Betriebsmeßtechnik immer stärker an 
Bedeutung
5
. So ist die Analytische Chemie gefördert, schnelle und zuverlässige 
Methoden zu entwickeln. 
Diese Arbeit befaßt sich mit der Anwendung und Optimierung des molekularen 
Prägens
6 
zur Detektion von Escherichia Coli. Die Quarzmikrowaagen (QCM) werden 
als massensensitive Transducer verwendet .Die sensitiven Schichten basieren auf 
Polyurethanpolymeren, die Fingerabdrücke besitzen, die sowohl die Geometrie als 
auch die chemische Oberfläche der Escherichia Coli wiedergeben.  
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1.2 Messaufbau für die Messung mit Chemosensoren 
 
Chemische Sensoren sind kleine Messfühler, die die Ab- oder Anwesenheit eines 
Analyten, beziehungsweise dessen Konzentrationsänderung in Flüssigkeiten oder 
Gasen erfassen
7
. Die chemischen Informationen werden in ein optisches oder 
elektrisches Signal umgewandelt
8
. 
Der Aufbau von Chemosensoren ist in Abbildung 1 zu sehen und besteht aus vier 
Teilen: einer sensitiven Rezeptorschicht, dem Transducer,  der Messelektronik und der 
Datenerfassung mittels EDV. 
 
 
Die sensitive Rezeptorschicht hat die Aufgabe, einen Analyten aus einer komplexen 
Matrix selektiv herauszufiltern und ihn in eine, für ihn selektive Schicht mit möglichst 
hoher Empfindlichkeit einzulagern. Die Einlagerung und Anreicherung des Analyten 
auf der sensitiven Rezeptorschicht führt zu einer Änderung bestimmter Eigenschaften 
wie Temperatur, Masse
9
, Farbe oder Leitfähigkeit. Durch den Transducer werden 
diese Änderungen, die dem eigentlichen Sensorsignal entsprechen, in ein elektrisches 
Signal umgewandelt und durch die Messelektronik ausgelesen. Anschließend werden 
die Rohdaten mit einem EDV-System verarbeitet. Die bei der Messung verwendbaren 
Transducerprinzipien sind die Änderungen von Potential, Kapazität, optischer 
Absorption
10
, Masse
11
 und Widerstand. 
Trans- Mess-
elektronik
EDV
Analyt
ducer
Schicht
 
 
Abb. 1: Aufbau eines Chemosensors 
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1.3 Anforderungen an Chemosensoren 
 
Die Anforderungen an einen Chemosensor sind aus allgemeinen Qualitätskriterien an 
Analysemethoden und speziellen Forderungen abzuleiten
12
. Die Vielzahl der 
unterschiedlichen Anforderungen ist ein Grund, dass es kein universelles Wirkprinzip 
für Chemosensoren gibt. Ein Chemosensor kann allen Anforderungen nicht gerecht 
werden
13
, sondern jede Aufgabestellung erfordert eine spezifische Anpassung an ein 
bestimmtes Analyseproblem. Einige wichtige Anforderungen
14
 an Chemosensoren 
sind in folgenden Punkten
15
aufgeführt: 
Anforderung Chemosensor 
hohe Selektivität / Spezifität für einen bestimmten Analyt, 
entscheidend für die Einsatzmöglichkeiten  
hohe Sensitivität geringe Konzentrationen erfaßbar, 
Nachweisgrenze bis 1 ng 
Stabilität gegenüber 
Umwelteinflüssen 
erzielt durch eine sensitive Schicht, 
frei von einer kumulativen Drift 
Langzeitstabilität hohes Signal/Rausch Verhältnis, 
1:3Nachweisgrenze durch reduzierte Drifts und 
Referenzmessungen 
Reversibilität eines 
Sensorsignals 
bestimmbar durch die Wechselwirkung eines 
Analyten mit der chemisch sensitiven Schicht 
Reproduzierbarkeit eines 
Sensorsignals 
abhängig von der chemisch sensitiven Schicht 
schnelle Ansprechzeit Signaländerung bei einer Konzentrationsänderung, 
liegt im Bereich von Sekunden 
Lebensdauer abhängig von dem Polymer, 
einige Stunden bis Jahre 
automatische und konstante 
Messungen 
im Laboralltag mit den vorhandenen Geräten 
 
Miniaturisierbarkeit flexible und tragbare Geräte 
Leichte Bedienbarkeit unkomplizierte Handhabung 
Geringer Kostenfaktor kostengünstig 
Temperaturbeständigkeit gegenüber äußeren Einflüssen 
Tabelle 1:Allgemeine Anforderungen an Chemosensoren 
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1.4 Kommerziell erfolgreiche Chemosensoren 
 
Auf dem Markt ist eine große Anzahl von Chemosensoren vertreten, viele sind 
elektrochemischer Natur
16
. Man unterscheidet zwischen potentiometrischen, 
konduktometrischen und amperometrischen Chemosensoren, je nachdem welche 
elektrische Größe gemessen wird. Der Vorteil liegt in der Lieferung eines 
verwertbaren, elektrischen Signals. Weit verbreitete Chemosensoren sind angeführt: 
Lambda-Sonde: Ist ein potentiometrischer und der weltweit kommerziell 
bedeutendste Chemosensor
17
, welcher das optimale Verhältnis (im Bezug auf die 
Verbrennung) von Sauerstoff zu Treibstoff in den Kfz-Motoren regelt. Das Mess-
prinzip ist die Potentialdifferenz zwischen zwei sauerstoffspezifischen Elektroden. Als 
sensitive Schicht wird mit Yttrium dotiertes Zirkondioxid bei 700° C 
18
 verwendet. Die 
gebildete Potentialdifferenz wird nach dem Nernst‘schen Gesetz berechnet. 
Taguchi-Sensor: Ist ein konduktometrischer Gassensor und besteht aus, mit 
Palladium oder Platin dotiertem SnO2, welches aufgrund der Sauerstofffehlstellen bei 
Betriebstemperaturen von 350°C bis 500°C ein n-Typ-Halbleiter ist. Bei diesen 
Temperaturen detektiert er die Änderung der Leitfähigkeit von reduzierenden Gasen.  
Clark-Elektrode: Ist eine amperometrisch arbeitende elektrochemische Zelle, mit 
welcher der Sauerstoffgehalt in Lösungen gemessen wird
19
. Wenn eine 
sauerstoffproduzierende Enzymreaktion stattfindet, dann kann sie auch zur Detektion 
anderer Substanzen wie Glucose verwendet werden. Sie besteht aus einer Silber-
elektrode und einer Platinelektrode mit einer KOH- Lösung als Elektrolyt. 
Ionenselektive Elektroden: Sie sind weit verbreitet, der bekannteste Vertreter ist die 
pH-Elektrode, mit der die Aktivität von H3O
+ 
Ionen bestimmen wird. 
Feldeffekttransistoren: Sind Halbleiterbauteile, die auf den Feldeffekt beruhen. Sie 
bestehen aus einem npn-Transistor. Im p-Bereich wird durch das Anlegen einer 
Spannung an den Gate-Anschluß ein Inversionskanal erzeugt. Der Strom zwischen 
Source und Drain hängt stark von dem Spannungssprung an dem mit ionensensitivem 
Material beschichteten Gate ab.  
12 
 
 
Abb. 2: Aufbau eines Feldeffekttransistors  
In Abbildung 2 ist ein Feldeffekttransistor schematisch dargestellt: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
13 
 
2. Theoretischer Teil 
 
2.1 Quartz Micro Balance (QMB) – Sensor 
 
Der QMB (Quartz Micro Balance) Sensor
20
 ist ein massensensitiver Transducer und 
stellt eine universelle Methode zur Beobachtung der Einlagerung von Analyten in eine 
chemisch sensitive Rezeptorschicht dar. Er besteht aus einem mechanisch 
oszillierenden piezoelektrischen Material, auf welchen zwei gegenüberliegenden 
Goldelektroden aufgebracht werden und auf denen sich eine chemisch sensitive 
Schicht befindet. Jede Einlagerung eines Analyten in oder auf eine chemisch sensitive 
Rezeptorschicht bewirkt eine Resonanzfrequenzänderung und Massenzunahme, die 
über den massensensitiven Transducer in ein elektrisches Signal umgewandelt werden 
kann. Für die Analyten werden Quarzplättchen als Tranducer und molekular geprägte 
Polymerschichten als Rezeptoren verwendet. Die verwendeten Quarzplättchen sind 
speziell herausgeschnittene Teile (AT-Schnitt) des Quarzkristalls mit einer Dicke von 
0,15 mm, einem Durchmesser von 15,5 mm und einer Eigenfrequenz von 10 MHz 
2.2 Piezoelektrischer Effekt und Elekrostriktion 
 
In der Chemosensorik wird als Grundlage für die massensensensitiven Tranducer der 
piezoelektrische Effekt
21
 und der reziproke piezoelektrische Effekt, die 
Elektrostriktion, verwendet. Die Entdecker des piezoelektrischen Effektes an 
Turmalinkristallen waren die Brüder Jaques und Pierre Curie (1880), letzterer fand 
zusammen mit J. Lippmann 1881 die Elektrostriktion. 
Die Piezoelektrizität beschreibt die Ausbildung von Ladung an der Oberfläche eines 
Kristalls bei mechanischer Deformation. Bei der mechanischen Krafteinwirkung 
kommt es zu einer Verschiebung der Atome im Kristallgitter und zu einer 
Ladungstrennung der Schwerpunkte. Die Ladungstrennung resultiert in einer 
elektrischen Spannung. Dafür darf das Kristallgitter eine oder mehrere polare Achsen 
besitzen, aber kein Invesionszentrum
22
.Je nach Kompressionsrichtung laden sich 
14 
 
entweder zwei senkrecht zueinender stehende (transversaler piezoelektrischer Effekt) 
oder die Flächen an denen der Druck ausgeübt wird( longitudinaler piezoelektrischer 
Effekt) auf. (Die Abbildung 4 zeigt schematisch den Piezoeffekt am Beispiel von 
Quarz). Bei der Elektrostriktion bewirkt das Anlegen eines elektrischen Feldes längs 
der polaren Achse die mechanische Deformation. Abhängig von der Polung wird der 
Kristall komprimiert oder gedehnt. Wenn eine Wechselspannung angelegt wird, 
kommt es zu einer mechanischen Schwingung des Kristalls. Der mathematische 
Zusammenhang zwischen der Feldstärke bzw. der elektrischen Spannung und der 
Deformation wird in Gleichung 1 beschrieben
23
. 
Der piezoelektrische Koeffizient ist stoffspezifisch und seine typischen Werte sind 10
9 
bis 10
11 
Vm
-1
. Der Piezoeffekt tritt nur in nichtleitenden Materialien auf. Das 
bekannteste piezoelektrische Material ist Quarz (SiO2). Weitere Materialien mit 
Piezoeigenschaften sind Bariumtitanat, Lithiumniobiat, Galliumorthophosphat, 
Berlinit und Minerale der Turmalingruppe. 
2.2.1 Piezoelektrische Eigenschaften von Quarz 
Der Quarz (Siliziumdioxid, SiO2) ist mit einem Anteil von12 % nach den Feldspäten 
das häufigste Mineral der Erdkruste und seine wichtigste Form ist die α- Modifikation. 
Diese Modifikation ist bis 573 °C stabil, dann wandelt sie sich in die β- Modifikation 
um. Die Kristallstruktur gehört der Kristallklasse 32 an
24
. Die Struktur besteht aus 
einem dreidimensionalen Netzwerk von Tetraedern [SiO4]
4-
, welche über deren Ecken 
𝑬 = 𝜹
∆𝒙
𝒙 
   bzw.   𝑼 = 𝜹∆𝒙 
 
                                              E………elektrische Feldstärke 
                                              U………elektrische Spannung 
                                              ∆x, x….Auslenkung, Länge in Deformationsrichtung 
                                               δ……….piezoelektrischer Koeffiezeint 
 
Gleichung 1: Elektrische Feldstärke bzw. elektrische Spannung 
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verknüpft sind. Bei 1750°C schmilzt der Quarz und hat bei einer Temperatur von 20°C 
eine Dichte von 2,6 g cm
-3
.  
Im Querschnitt hat der sechseckige Quarzkristall drei Achsen: die elektrische Achse 
(x-Achse), die mechanische Achse (y-Achse) und die optische Achse (z-Achse). In 
Abbildung 3 wird ein idealisierter Quarzkristall dargestellt: 
 
Die optische Achse verläuft durch die Spitze des Kristalls und in dieser Richtung wird 
die optische Doppelbrechung beobachtet.  
Die x-Achse verläuft durch eine Ecke des  Kristalls, schließt mit der z- Achse einen 
90° Winkel ein und durch die Deformation des Kristalls entlang der x-Achsen entsteht 
 
Y
X
mechanische Achse
optische Achse
elektrische Achse
X
z
y
AT
y
x
z
BT
y
x
z
ST
y
x
z
 
 
Abb. 3 : Querschnitt und Schnittformen eines Quarzkristalls 
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elektrische Ladung (direkter Piezoeffekt). Die y- Achse steht senkrecht auf die x- und 
z-Achse und durchstößt die Fläche des Kristalls. Wenn in diese Richtung längst der x-
Achse eine Spannung angelegt wird, dann kommt es zur mechanischen Elongation 
(Elektrostriktion oder indirekter Piezoeffekt).Abhängig davon in welcher Richtung die 
mechanische Kompression ausgeübt wird, laden sich entweder die Flächen auf, auf die 
der Druck wirkt (longitudinaler Piezoeffekt), oder die Flächen senkrecht dazu 
(transversaler Piezoeffekt). 
 
In Abbildung 4 werden die piezoelektrischen Eigenschaften des Quarzkristalls gezeigt. 
Links ist die Quarzkristallstruktur ohne Einwirkung einer äußeren Kraft schematisch 
dargestellt und alle Ladungsschwerpunkte fallen zusammen. Wird der Druck senkrecht 
auf die Quarzkristallplatte ausgeübt (parallel zur polaren Achse) werden in dieser 
Achse die negativen und positiven Bausteine der Quarzkristallstruktur verschoben. 
Durch diese Verschiebung entstehen parallel zu dieser Achse Dipole mit Vektoren und 
damit werden die Flächen senkrecht zur polaren Achse aufgeladen (Mitte).Rechts 
erfolgt die mechanische Beanspruchung senkrecht zur polaren Achse. 
 
4+
Sauerstoffatom_
Siliziumatom
2-
2- 2-
2-
2- 2-
2- 2-
2-
2-
4+
+
4+
4+ 4+
4+
4+
4+4+
4+
 
Abb. 4 : Piezoelektrische Eigenschaften eines Quarzkristalls 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4: Piezoelektrische Eigenschaften eines Quarzkristalls 
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2.3 Schwingquarze  
 
Schwingquarze sind dünne, geschliffene Quarzplättchen mit einem bestimmten 
Schnittwinkel. Auf den gegenüberliegenden Seiten der Quarzplättchen werden je zwei 
Goldelektroden aufgebracht. Wird an diesen Goldelektroden eine Wechselspannung 
angelegt, kommt es auf Grund der Elektrostriktion zur mechanischen Deformation der 
Quarze. Sie werden zu einer mechanischen Schwingung angeregt, stehende Wellen 
bilden sich aus, wobei die Resonanzfrequenz von der Dicke der Quarzplättchen 
abhängt. Diese Resonanzfrequenz ist noch von der Temperatur, dem 
kristallographischen Schnitt und der Elastizität der Materialien abhängig und nimmt 
von der Biege-, Dehnungs-, Flächenscher - und Dickenscherschwingungen zu. 
Die Resonanzfrequenz wird in Gleichung 2 beschrieben. 
Die verschiedenen Schwingungsmoden eines Schwingquarzes sind in Abbildung 5 
dargestellt. Welche Schwingungsmoden angeregt werden, hängt vom Schnittwinkel 
und von der Geometrie des Schwingquarzes ab. Die gängigen Schnittwinkel sind in 
Abbildung 3 gezeigt. Bei den kommerziellen Schwingquarzen handelt es sich meistens 
um AT-Schnitte, die einen Winkel von 35°25‘ besitzen. Die Anregung findet in der 
Dickenscherschwingungsmode statt. 
 
 
𝒇𝟎 =
𝒄
𝟐𝒅
=  
𝑵
𝒅
 
                                 𝑓0……….Eigenfrequenz des Schwingquarzes 
                                    d………..Quarzplättchendicke 
                                    c………...Schallgeschwindigkeit (c Quarz=3340 ms
-1
) 
                                    N……….Frequenzkonstante (AT Quarz =1670 Hz m) 
 
Gleichung 2: Resonanzfrequenz 
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2.3.1 Schwingquarze in einem Oszillatorschaltkreis 
Das Schwingungsverhalten von Quarzen in Flüssigkeiten ist sehr komplex und kann 
unter Anwendung vereinfachter Modelle veranschaulicht werden. Butterworth und van 
Dyke
25
 stellten eine Beziehung zwischen den physikalische Eigenschaften eines 
Schwingquarzes und den elektrischen Parametern eines Schaltkreises in dem 
folgenden Ersatzschaltbild auf:  
 
 
C
C
L
0
R
 
 
Abb. 6: Schwingverhalten eines Quarzes nach Butterworth van Dyke- Modell 
 
 
Abb. 5: Schwingungsmoden des Quarzplättchens 
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Die mechanische Elastizität des Quarzes wird durch die dynamische Kapazität C und 
die schwingende Masse durch die Induktivität L ausgedrückt. Die Dämpfung und 
Energieverluste (durch Reibung) werden durch den Widerstand R beschrieben. Die 
Parallelkapazität C0 wird durch den Plattenkondensator Elektroden/Quarzsubstrat 
gebildet. Aufgrund der Parallelkapazität C0 ergeben sich zwei Resonanzfrequenzen, 
Serienresonanz (𝑓𝑠) und Parallelresonanz (𝑓𝑝 ). In Gleichung 3 sind beide Resonanz-
frequenzen gezeigt. Sie ergeben sich unter Vernachlässigung des Widerstands und die 
Parallelresonanz ist höher liegend als die Serienresonanz. 
 
 
 
 
 
 
 
In Abbildung 7 sind beide Resonanzfrequenzen in einem Dämpfungsspektrum des 10 
MHz Schwingquarzes zu sehen. Es treten noch wichtige Nebenresonanzen, wie die 
twist- und asymmetrische- Schwingung auf. Sie erscheinen bei höheren Frequenzen 
und ihre Anregungen können unterdrückt werden durch die richtige Auswahl des 
Durchmessers der Elektrode und deren Geometrie. Wenn bei ausgeprägten 
Nebenresonanzen die Dämpfung im selben Bereich wie die der Dickenschermode ist, 
dann erfolgt eine stark gedämpfte Messung.  
 
 
 
 
𝒇
𝒔=
𝟏
𝟐𝝅 𝑳𝑪
 
𝒇
𝒑=
𝟏
𝟐𝝅 𝑳𝑪
 𝟏+
𝑪
𝑪𝒐
      
 
Gleichung 3: Serien- und Parallelresonanz 
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2.3.2 Massensensitive Detektion mit Schwingquarzen 
Die Resonanzfrequenz eines Schwingquarzes ist von seiner Dicke abhängig 
(Gleichung 2).Diesen Zusammenhang beschrieb Sauerbrey
26
 im Jahre1958.Wenn die 
Elektrodenoberfläche eines QMB mit einer sensitiven Schicht der Masse ∆m beladen 
wird, dann vergrößert sich die Dicke des Quarzplättchens um ∆d und die 
Resonanzfrequenz ändert sich. Sie erniedrigt sich und der Quarz schwingt langsamer. 
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Abb. 7 : Dämpfungsspektrum eines 10 MHz Schwingquarzes 
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Aus dieser Gleichung ist es zu sehen, daß die Frequenzänderung des Schwingquarzes 
quadratisch von der Eigenfrequenz und linear von der Massenänderung abhängt. Das 
bedeutet, daß eine Steigerung  der Eigenfrequenz eine Erhöhung der Sensitivität 
ergibt. Niedrigere Nachweisgrenzen sind durch höhere Eigenfrequenzen erreichbar. 
Die theoretisch erreichbaren Nachweisgrenzen liegen bei einem 10MHz Schwingquarz 
im ng-Bereich. 
Setzt man anstatt der Dicke die Frequenz ein, so ergibt sich für die Frequenzänderung: 
∆𝒇 = −𝟐 𝒇𝟎
𝟐  
∆𝒎
𝝆𝒄𝑨
 
 
Die Sauerbrey-Gleichung gilt nur dann, wenn die gesamte Elektrodenoberfläche 
homogen mit einer sensitiven Rezeptorschicht bedeckt ist. Zudem ist eine gewisse 
Rigidität der gemessenen Materialien Voraussetzung für die Gültigkeit der Sauerbrey-
Gleichung. Für praktische Anwendungen ist die Sauerbrey-Gleichung eine gute 
Approximation, besonders wenn die Schichtdicken wenige hundert nm betragen.
  
∆𝒇
𝒇𝟎
= −  
∆𝒅 
𝒅
=  −
∆𝒎
𝝆𝑨𝒅
 
 
∆𝑓………………………..Frequenzänderung 
                                      𝑓0………………………...Eigenfrequenz 
                     𝑑….……………………..Dicke des Quarzes ( ∆𝑑 + 𝑑0 ) 
                                   ∆𝑚……..………………...Massenänderung 
                                     𝜌………………………...Dichte der Schicht 
                                    𝐴………………………....Fläche der Elekroden 
 
Gleichung 4: Sauerbrey- Gleichung 
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Bei Messungen in der Flüssigphase, wie sie bei biologischen Untersuchungen
27
 
angewendet werden, schwingt die Flüssigkeit, die den Schwingquarz und die sensitive 
Rezeptorschicht benetzt, mit. Die Sauerbrey Gleichung muß mit einem Korrekturterm, 
der die Dichte und Viskosität der benetzenden Flüssigkeit berücksichtigt, erweitert 
werden.
 
 
Die Bewegung in der Flüssigkeit hängt stark von der Viskosität des Mediums ab 
und zusammen mit dem Quellen der Polymerschicht haben sie einen großen 
Einfluß auf die Dämpfung und die Resonanzfrequenz. Die Schichtdicke wird durch 
die Massenbeladung erhöht und die Resonanzfrequenz erniedrigt. Weitere 
Beeinflussungen der Resonanzfrequenz erfolgen durch die Oberflächen-
beschaffenheit der Elektrode bzw. der sensitiven Rezeptorschicht. Bei Messungen 
in der Flüssigphase können auch andere Parameter die Frequenzantwort 
beeinflussen. Die Ursachen können verschiedene experimentelle Bedingungen 
sein, die sich gegenseitig beeinflussen. Mögliche Gründe für unerwartete 
Frequenzantworten sind: Eigenschaften des Mediums (Leitfähigkeit, Dielektrizität, 
Viskosität, Dichte), Beschichtung (Schichtdicke, Schichtstruktur), Grenzflächen 
(Oberflächenspannung, Rauhigkeit, Benetzbarkeit) und Sensordesign (Strömungs- 
und Druckverhältnisse, Temperatur).Für jede einzelne Fragestellung müssen diese 
Faktoren speziell angepaßt werden. 
𝜌 
∆𝒗 = −𝟐,𝟐𝟐𝟔 ∗ 𝟏𝟎−𝟔 (𝒗𝟎2∆𝒎 + 𝒗𝟎3/2 ∆𝜼𝒍𝝆𝒍
 ) 
 
                                           ∆𝑣……………..Frequenzänderung  
                                       c………………−2,226 ∗ 10−6 cm2/Hz.g 
                                           𝑣0……………..Resonanzfrequenz 
                                      Δm…………...Massenänderung 
                                      η................... Viskosität der Flüssigkeit  
                                      ρ.................. Dichte der Flüssigkeit 
Gleichung 6:Sauerbrey Gleichung für flüssige Phase 
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3. Rezeptorschichtstrategien 
 
Das Ziel des Designs chemosensitiver Erkennungsschichten ist es, dem Sensor eine 
hohe Sensitivität und Selektivität gegenüber möglichst nur einem einzigen Analyten zu 
verleihen. Die sensitive Rezeptorschicht muß selektiv mit den Analytmolekülen 
wechselwirken und robust gegenüber anderen Komponenten der Matrix sein. 
3.1Wechselwirkungsmechanismen Analyt – Rezeptorschicht 
 
Um einen Schwingquarz für einen Analyten selektiv zu gestalten, muß eine chemisch 
sensitive Rezeptorschicht aufgebracht werden. Die Selektivitätsanforderungen an eine 
chemisch sensitive Rezeptorschicht sind sehr hoch. Sie muß mit dem Analyten 
reversibel wechselwirken können, thermisch stabil und chemisch inert sein
28
. Die 
Wechselwirkungen zwischen der Rezeptorschicht und den Analytmolekülen reichen 
von einfachen Physiosorption, Ad- und Absorption bis zur Chemosorption. 
Wünschenswert bei molekular geprägten Polymeren sind schwache Wechsel-
wirkungen, die bei Ad- und Absorption auftreten und eine reversible Einlagerung von 
Analyten auf bzw. in die sensitive Rezeptorschicht ermöglichen. Bei der 
Chemisorption sind die Wechselwirkungen stark, kovalenter Natur, sehr selektiv, aber 
oft irreversibel. Daher werden bei der Sensorentwicklung schwächere 
Wechselwirkungen wie Wasserstoffbrückenbindungen uns Van-der-Waals Kräfte, 
bevorzugt. 
3.2 Molekulare Prägung 
 
Die molekulare Prägung (molecular imprinting) ist eine Technik zur Herstellung 
schablonenartiger Hohlräume in Polymer-Matrizen. In der Chemie wird die 
molekulare Erkennung durch templatgesteuerte Synthese von Polymeren erreicht. In 
der Host-Guest-Chemie, wo die gleichen Wechselwirkungen von Bedeutung sind wie 
beim molekularen Prägen, kommen Hohlräume, Käfigstrukturen oder Ringsysteme, 
wie Cyclodextrine, Calixarene, Paracyclophane und Kronenether zum Einsatz. 
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Diese bieten für die Analyte optimale Wechselwirkungen und eine hohe Selektivität 
bezüglich deren Einlagerung. Die Herstellung von sensitiven Rezeptorschichten wird 
durch Selbstorganisation während des Polymerisationsprozesses ermöglicht. Dabei 
dient der Analyt als Templat, um das eine Polymermatrix aufgebaut wird. Dafür wird 
das Präpolymer in Gegenwart eines Templats auspolymerisiert. Nach der Entfernung 
des Templats durch die Temperturerhöhung oder das Auswaschen mit einem 
Lösungsmittel, bleiben Hohlräume im Polymer zurück. Diese Hohlräume entsprechen 
der Größe und Form des verwendeten Templats. Durch die Verwendung von 
Quervernetzern werden die Kavitäten starr und kollabieren nicht, nachdem das 
Templat ausgewaschen wurde. Die Eigenschaften der Polymerschicht wie Stabilität 
und Porosität hängen von der Monomerenauswahl und deren Verhältnis zu einander, 
sowie dem Quervernetzeranteil ab. 
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Abb.8 : Molekulare Prägung  
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Der Prägungsprozess (Abbildung 8) beginnt mit der Aufbringung des Analyten auf 
einen glatten Stempel und Trocknung an der Luft. Anschließend wird ein so 
vorbereiteter Templatstempel mit wenig Druck in das Polymer gedrückt und fixiert. 
Das Polymer wird dazu vorher als Präpolymer auf den massensensitiven Transducer 
aufgebracht. Nach dem die Auspolymerisierung stattgefunden hat, wäscht man das 
Templat aus. Die Kavitäten sind selektiv da andere Moleküle nicht oder ganz schlecht 
hinein passen und dadurch schwächer gebunden werden. Vorteilhaft ist dabei, dass 
sich die Moleküle selbst organisieren, die Struktur des Analyten muss daher nicht im 
Detail bekannt sein. Die Generierung einer sensitiven Rezeptorschicht, die in 
wässrigem Medium eine gute Wechselwirkung mit dem Templat zeigt und auch 
reversibel ist, ist daher eine wichtige Voraussetzung beim molekularen Prägen. 
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4. IR – Spektroskopie 
 
IR-Spektroskopie ist ein Analyseverfahren, bei dem die Moleküle mit 
elektromagnetischen Wellen des Infrarotbereichs (800 nm- 1 mm) bestrahlt werden. 
Viele, insbesondere organische Moleküle, werden durch das infrarote Licht zum 
Schwingen angeregt und können dieses mit entsprechender Frequenz absorbieren. Die 
Wechselwirkung zwischen der elektromagnetischen Strahlung und dem Molekül kann 
nur dann auftreten, wenn das Molekül bewegbare elektrische Ladung besitzt. Solche 
Moleküle weisen ein veränderbares Dipolmoment auf. Sie sind IR-aktiv, weil durch 
Schwingungen eine Änderung des Dipolmoments erfolgt. Bei Schwingungen, die 
symmetrisch zum Symmetriezentrum stehen, treten keine Änderungen des 
Dipolmoments auf und sind IR-inaktiv. Die aufgenommenen Spektren sind 
charakteristisch für angeregte Molekülstrukturen und deshalb kann man dieses 
Verfahren für die Identifizierung der Moleküle benutzen. 
Die Molekülschwingungen führen entweder zu Valenzschwingungen (Streck-
schwingungen) oder Deformationsschwingungen. Bei den Streckschwingungen 
kommt es zu Stauchung oder Dehnung der Bindung entlang der Bindungsachse zweier 
Molekülteile. Die Deformationsschwingungen stellen eine Änderung der 
Bindungswinkel dar.  
In Abbildung 9 sind Schwingungsarten eines dreiatomigen, linearen Moleküls 
vorgestellt. V1 ist eine  symmetrische Valenzschwingung und IR-inaktiv. v2 ist eine 
asymmetrische Valenzschwingung und IR-aktiv. v3 und v4 sind Deformations-
schwingungen. Diese Schwingungen sind entartet, weil sie energetisch gleich sind 
(entsprechen einander nur ist v4 zu v3 um 90° verdreht)
29
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Abb. 9 : Schwingungsarten eines dreiatomigen, linearen Moleküls 
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Abb. 10 : Aufbau eines FT-IR Spektrometers 
4.1 Fourier-Transformations-Infrarotspektrometer 
 
Heutzutage werden hauptsächlich Fourier-Transformations-Infrarotspektrometer 
(FTIR-Spektrometer) eingesetzt. Sie bieten gegenüber den früher üblichen dispersiven 
Spektrometern ein deutlich höheres Signalrauschverhältnis bei wesentlich geringeren 
Messzeiten. Ein FTIR-Spektrometer besteht aus einer IR-Lichtquelle, einem 
Michelson Interferometer, einem Proberaum, einem Detektor und einem Rechner. 
 
 
Als IR- Lichtquelle wird ein Wolframdraht und als dispersives Element ein Michelson 
Interferometer (Abbildung 11) verwendet. Beim Michelson Interferometer wird eine 
Lichtwelle mittels eines halbdurchlässigen Strahlenteilers in zwei Teilstrahlen 
aufgeteilt. Sie reflektieren an einem festen und einem beweglichen Spiegel. Hinter 
dem halbdurchlässigen Strahlteiler überlagern sich die zwei Wellen und es kommt zur 
Ausbildung einer Interferenz. Wenn man die optische Wellenlänge einer der beiden 
Teilstrahlen verändert (indem man einen der beiden Spiegel verschiebt oder indem 
man die Brechzahl des Mediums in einem der beiden Interferometerarmen verändert), 
so verschieben sich die Phasen der beiden Wellen gegeneinander. Sind sie in Phase, so 
addiert sich ihre Amplitude und es entsteht eine konstruktive Interferenz. Sind sie 
gegenphasig, so löschen sie sich gegenseitig aus und es entsteht eine destruktive 
Interferenz. 
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Abb.  11 : Michelson Interferometer 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die erhaltenen Interferogramme lassen sich mathematisch durch Fourier-
transformationen in das Schwingungsspektrum umrechnen. Aus den Schwingungs-
spektren können Informationen über die Struktur der Molekülverbindungen gewonnen 
werden anhand von Vergleichen mit Spektrendatenbank oder durch Identifizierung 
von charakteristischen Gruppenfrequenzen. 
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Abb. 12: Die Reflexion und ATR- Kristall 
4.2 ATR-Technik  
 
ATR- Technik (Attenuated Total Reflactance) ist eine IR- spektroskopische Methode 
für die Untersuchung von Flüssigkeiten mit begrenzter Durchlässigkeit von IR-
Strahlung wie z.B. wäßrige biologische Flüssigkeiten und Oberflächenuntersuchungen 
von undurchsichtigen Festkörpern wie z.B. Lackschichten oder Polymerfolien. Diese 
Methode wurde von Harrick und Fahrenfort vorgestellt. Dabei wird die Intensität des 
reflektierten Lichtes gemessen, dies gibt die Informationen über das absorbierende 
Medium. Wenn ein Lichtstrahl aus einem optisch dichteren Medium (höherer 
Brechungsindex n1) schräg auf die Grenzfläche zu einem optisch dünneren Medium 
(mit Brechungsindex n2) tritt und wenn der Einfallswinkel α den Grenzwinkel der 
Totalreflexion übersteigt, wird der IR-Lichtstrahl in das optisch dünnere Medium 
eintreten und ein evaneszentes Feld bildet sich aus. Es zeigt eine Eindringtiefe im 
Mikrometerbereich und wird benutzt um ein Absorptionsspektrum der Probe 
aufzunehmen. Durch Mehrfachreflexion mit einem ATR-Kristall erhöht man die 
Qualität der Absorptionsspektren. Ein ATR–Kristall (aus Diamant, optische Faser aus 
Zinkselenid) hat die Form eines trapezförmigen Prismas und der auftreffende IR-Strahl 
wird im Kristall hin und her reflektiert.  
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5. Rasterkraftmikroskopie (AFM) 
 
Die Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy, AFM) ist eine Rastersonden-
methode zur mechanischen Abtastung der Oberflächen von Festkörpern und Messung 
ihrer atomaren Kräfte im Nanometerbereich. Das Rasterkraftfeldmikroskop wurde 
1986 von C. Gerber, G. Binnig und C. Quate entwickelt und gilt als technische 
Erneuerung des 4 Jahre zuvor entwickelten Rastertunnelmikroskops (Scanning 
Tunneling Microskope, STM). Das erste Rastertunnelmikroskop wurde 1982 in Zürich 
(Schweiz) von G. Binnig und H. Rohrer entwickelt. Alle diese Scanning Probe 
Microscopes (SPM) basieren auf einem gleichen Prinzip. Die Oberfläche wird mit 
einer, auf einem Cantilever befestigten Spitze, Punktweise abgetastet und daraus ein 
Abbild der Oberfläche erzeugt. 
Beim STM fließt zwischen der Spitze und der Probenoberfläche ein Tunnelstrom. Die 
Probe, die gemessen wird muß daher leitfähig sein. Die Spitze scannt die Oberfläche 
und wenn sie zu einer Erhebung kommt, steigt der Tunnelstrom an. Die Abstands-
regelung zieht die Spitze zurück, bis der richtige Tunnelstrom wieder erreicht ist. Es 
wird der Tunnelstrom konstant gehalten und die Spitze folgt der Probenoberfläche, 
wobei die Bewegung der Spitze aufgezeichnet und am Computer dargestellt wird. 
Beim AFM können alle Proben gemessen werden und man kann in drei verschiedenen 
Betriebsmodi (Contact Mode, Non-Contact Mode und Tapping Mode) arbeiten. 
5.1 Kontakt Modus (Contact Mode AFM) 
Beim Kontakt Modus steht die Spitze in direktem mechanischem Kontakt mit der 
Probenoberfläche und zwischen Elektronenhüllen der Atome an der Probenoberfläche 
und der Spitze entsteht eine starke elektrostatische Abstoßung. Die Probenoberfläche 
wird mit einer konstant gehaltenen Kraft mit einer Spitze gescannt. Die Spitze befindet 
sich auf einem flexiblen Cantilever (aus Silizium oder Si3N4, hat eine Dicke von 0,5-
5µm und eine Länge von 100-500µm).  
Dabei wird die Auslenkung des Cantilevers mit einem 4 Segment-Photodetektor 
(Abbildung 13) überwacht. Zwischen der Probe und der Spitze entstehen Interaktionen 
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die mit einem Laser verfolgt werden. Die Auslenkung zwischen dem Cantilever und 
der Probe wird mit einer feedback loop um einen setpoint konstant gehalten, indem der 
Scanner in jedem Datenpunkt (x, y) vertikal bewegt wird. Deswegen bleibt die Kraft 
zwischen Probe und Spitze konstant. Mit dieser Methode kann man sogar atomare 
Auflösung erreichen, aber sie ist nicht geeignet für weiche Proben (z.B. biologische 
Probe), weil laterale Kräfte die Probe mechanisch deformieren. 
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Abb. 13: Rasterkraftmikroskop  
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5.2 Nicht-Kontakt Modus ( Non-Contact Mode AFM) 
Der Nicht-Kontakt-Modus gehört zu dem dynamischen Anregungsmodus, wobei der 
Cantilever mit einer bestimmten  Frequenz, mit einer typischen Amplitude von einigen 
Nanometern oszilliert. Diese Frequenz liegt etwas höher über der Resonanzfrequenz 
des Cantilevers. Die Spitze berührt die Probenoberfläche nicht, sie oszilliert über der 
Probenoberfläche während des Scanvorganges. Die Frequenz oder die Oszillations-
amplitude wird mit einem feedbach loop durch eine vertikale Bewegung des Scanners 
in jedem Datenpunkt (x,y) konstant gehalten und das solange bis eine „setpoint“- 
Amplitude oder Frequenz errecht ist. Der Spitzenabstand von der Probe wird an jedem 
(x,y) Datenpunkt gespeichert und dann eine topographische Aufnahme gezeichnet. 
Hiermit können  einzelne Atome und Moleküle auf elektrisch isolierenden 
Oberflächen bildlich dargestellt werden. Dieser Modus ist auch für hydrophobe und 
weiche Probe geeignet. 
 
5.3 Intermittierender Modus (Tapping Mode AFM) 
Bei dem intermittierenden Modus oszilliert die Spitze über die Probenoberfläche mit 
einer Amplitude zwischen 30nm und 90 nm. Während des Scanvorgangs tippt sie sehr 
leicht auf die Probenoberfläche. Die Oszillationsamplitude bleibt konstant und 
während des Scannens wird eine Wechselwirkung zwischen Probenoberfläche und 
Spitze konstant gehalten. Ein Nachteil dieses Moduses ist eine niedrigere 
Scangeschwindigkeit im Gegensatz zum Kontakt Modus. Vorteilhaft sind niedrige 
laterale Scherkräfte, die keine mechanischen Deformationen der Probe hervorrufen. 
Messungen in Flüssigkeiten und Gasen sind durchführbar.  
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Abb. 14: E.Coli (5mg/ml) gefärbt mit 
Floureszenzfarbstoff  Dansylchlorid 
6.Escherichia Coli 
 
Escherichia Coli (E.Coli) gehört zu den Enterobacteriaceae, einer Bakterienfamilie, die 
sich aus zahlreichen Gattungen gramnegativer Bakterien zusammensetzt. Koli-
bakterien sind stäbchenförmige Bakterien, die peritrich begeißelt und somit auch 
beweglich sind. Sie sind zwischen 1µm und 3 µm groß. 1919 wurden sie nach ihrem 
Entdecker Theodor Escherich benannt. Der natürliche Lebensraum von E.Coli ist der 
menschliche und tierische Darm. Daher dient es als Keimindikator für fäkale 
Verunreinigungen von Badewasser, Trinkwasser und Lebensmitteln. Die Übertragung 
erfolgt über Lebensmittel, Trinkwasser und Oberflächenwasser. Sie können sich unter 
aeroben und anaeroben Bedingungen vermehren und ihr Wachstumsbereich liegt 
zwischen 4°C und 50°C. Diese Bakterien sind widerstandsfähig gegen oberflächen-
aktive Substanzen und ernähren sich von Zucker und bestimmten Aminosäuren. In der 
Darmflora teilen sie sich sehr schnell (ca. alle 20 Minuten), so dass andere Keime, die 
im Körper Schaden anrichten könnten, sich nicht ausbreiten können. Abbildung 14 
zeigt E.Coli, die mit einem Lichtmikroskop unter UV-Licht aufgenommen und mit 
Dansylchlorid gefärbt worden sind. Einige Stämme sind für den Menschen 
darmpathogen (krankheitsauslösend im Darm). Man unterscheidet einige Subtypen: 
EHEC(enterohämorrhagische E.Coli), 
EPEC(enteropathogene E.Coli), 
ETEC (enterotoxische E.Coli), EIEC 
(enteroinvasive E.Coli), EAEC 
(enteroaggregative E.Coli) und DAEC 
(diffus adhärente E.Coli). Außerhalb 
des Darmes rufen sie aber 
unterschiedliche Infektionen hervor, 
wie etwa Harnweginfektionen, 
Säuglingsdiarrhoe (durch EPEC), 
Diarrhoe (durch ETEC), Meningitis 
bei Neugeborenen, Wundinfektionen 
oder Sepsis. 
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Abb. 15: Elektrodendesign für Flüssigkeitsmessung 
7. Experimenteller Teil 
 
7.1Elektrodendesign 
 
Für die Messungen in der Flüssigphase werden zwei unterschiedlich große 
Goldelektroden verwendet, um die Leitfähigkeitseffekte
30
 zu minimieren. Die 
Feldlinien reichen somit nicht so weit in die Lösung hinein, die Resonanzfrequenz 
wird nicht so stark von der Ionenstärke der Lösung beeinflußt und das Übersprechen 
der Elektroden (wenn beide mit derselben Resonanzfrequenz schwingen) ist selten zu 
beobachten. Das duale Elektrodendesign erlaubt eine Differenzbildung zwischen den 
beiden Signalen (spezifische und unspezifische Seite), wodurch eine Sensorantwort 
entsteht. Sie ist unabhängig von den unspezifischen Frequenzerniedrigungen, da die 
Matrixeffekte durch Messung einer Referenz kompensiert werden. Als optimale 
Durchmesser haben sich 5mm für größere Elektroden und 4mm für kleinere 
Elektroden herausgestellt (siehe Abbildung 15). 
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7.2 Siebdruckverfahren 
 
Mittels Siebruckverfahren werden zwei Goldelektroden auf ein Quarzplättchen (Dicke 
168µm, Durchmesser 15,5 mm, Frequenzgenauigkeit 10MHz± 10kHz) aufgebracht. 
Um ein Sieb mit dem gewünschten Elektrodendesign herzustellen wird ein Segeltuch 
(Maschenweite 21µm) in einen Aluminiumrahmen eingespannt und mit UV-
Photolack, Azocol Poly- Plus von KIWO beschichtet. Der UV-Photolack wird eine 
Stunde in der Dunkelheit getrocknet. Die gewünschte Elektrodenvorlage wird auf eine 
Klebefolie gedruckt und auf dem UV- Belichtungstisch geklebt (UV-Licht- Blockung). 
Auf diese Elektrodenvorlage wird das Sieb plaziert  und 3 Minuten lang belichtet. 
Anschließend werden die unausgehärteten Lackstellen mit warmem Wasser 
ausgewaschen. 
 
 
Um auf das Quarzplättchen die Goldelektroden aufzutragen wird es auf ein 
Teflonblock plaziert, mit Vakuum fixiert und das Sieb darüber positioniert. Dann wird 
die Glanzgoldpaste (GGP 2093, 12% der Firma Heraeus) auf das Quarzplättchen mit 
einer Rakel aufgetragen und glatt abgezogen. Die so aufgetragenen Goldelektroden 
werden im Umluftofen 4 Stunden bei 400°C eingebrannt (siehe Abbildung 17).  
 
Vakuum
Teflonblock
Quarzplättchen
Sieb mit dem Elektrodendesign
 
Abb. 16 : Siebdruckverfahren zur Aufbringung der Goldelektroden 
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Abb. 17: Herstellungsvorgang der Goldelektroden 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anschließend werden die Goldelektroden auf die andere Seite des Quarzplättchens 
aufgetragen (mit dem gleichen Siebdruckverfahren, nur mit kleinerem Elektroden-
design) und für 5 Stunden bei 400°C eingebrannt. Hierbei pyrolisieren die in der 
Goldglanzpaste enthaltenen organischen Lösungsmittel und die Goldschicht verteilt 
sich homogen. Die Dicke der Goldelektroden kann durch Messungen der Resonanz-
frequenzen am Netzwerkanalysator bestimmt werden Die Rauigkeit der Gold-
elektroden hängt von der Qualität der Glanzgoldpaste ab. Für exaktere Bestimmung 
der Rauigkeit und der  Dicke des Polymers auf den Goldelektroden wird das AFM 
herangezogen (siehe Abbildung 29). 
7.3Aufbringung und Prägung der Schicht 
 
Die Auswahl des Polymers als sensitive Rezeptorschicht ist ein sehr wichtiger Schritt 
für die Entwicklung eines Sensors. Es gibt viele Parameter, die beobachtet werden 
müssen um ein geeignetes Polymer zu erhalten. Diese Parameter beinhalten den 
Quervernetzeranteil, die Auswahl und Zusammensetzung der Monomere, die 
Porosität, die Stabilität und das Quellverhalten in wäßrigen Lösungen. Das geeignete 
Polymer muss für die Messung noch optimiert und an verschiedene Eigenschaften 
eines Analyten, wie Funktionalität oder Polarität angepasst werden. 
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Abb. 18 : Herstellung eines Polyurethans aus Diisocyanat und Diol 
 
Für die Detektion von Mikroorganismen hat sich ein Polyurethan mit Tetrahydrofuran 
als Lösungsmittel bewährt. Polyuerthane sind vielseitig einsetzbare Kunstharze, 
welche aus der Polyadditionsreaktion von Polyolen bzw. Diolen mit Polyisocyanaten 
entstehen (siehe Abbildung 18) .Für Polyurethane ist die Urethan-Gruppe (-NH-CO-O) 
charakteristisch.  
In dieser Arbeit wurden für die Polyurethanbildung zwei Monomere, Diphenylmethan-
4,4′-diisocyanat (4,4´-MDI) und Poly(4-vinylphenol) (PVP) verwendet. Als 
Quervernetzer wurde Phloroglucinol (dreiwertiger Alkohol, erhöht die Haltbarkeit und 
ermöglicht eine Formstabilität der generierten Hohlräume) und als Lösungsmittel 
Tetrahydrofuran (THF) verwendet. Die genaue Zusammensetzung des Polyurethans ist 
aus Tabelle 2 ersichtlich. 
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Diphenylmethan-4,4′-diisocyanat....................................................................................56,38 mg 
 
 
Poly(4-vinylphenol)………………………………………..…......................................50,4 mg 
 
P 
Phloroglucinol…………………………………………..………………………………….4,3 mg 
 
Tetrahydrofuran…………………………………………………….……………………….200µl 
Tabelle 2: Zusammensetzung des Polyurethans 
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Zuerst wurde Poly(4-vinylphenol) und Phloroglucinol in einem Eppendorfgefäß 
abgewogen, in 200µl Tetrahydrofuran gelöst und mit dem Vortex homogenisiert. Dann 
wurde Diphenylmethan-4,4′-diisocyanat zugegeben und nochmal mit dem Vortex 
homogenisiert. Die Vorpolymerisation fand in einem Wasserbad unter Rühren bei 
70°C statt. Es wurde bis zum Erreichen des Geldpunktes polymerisiert. Der Gelpunkt 
wurde nach 15 Minuten erreicht. Anschließend wurde das Gemisch mit 
Tetrahydrofuran 1:10 verdünnt, wobei darauf zu achten ist, dass das Präpolymer keine 
Trübungen enthält. Die Trübungen sind ein Zeichen für die bereits fortgeschrittene 
Polymerisation oder die Feuchtigkeit des Polymers. Das Präpolymer kann in der 
Tiefkühltruhe bei -20°C aufbewahrt werden. 
Das Präpolymer kann mittels Spin- oder Drop- Coating -Verfahren auf die beiden 
Goldelektroden aufgebracht werden. In diesem Fall wurde das Polyurethan mittels 
Drop-Coating- Verfahren auf die beiden Goldelektroden aufgebracht. Zuerst wurde 
das verdünnte Präpolymer nochmals 1:0,5 mit Tetrahydrofuran verdünnt und dann 
20µl des Präpolymers mit einer Gilsonpipette auf das Quarzplättchen aufgetragen, 
welches sich auf einem Spinner befindet. Anschließend wurde 10 Sekunden bei 
3000rpm abgespinnt, damit das Lösungsmittel verdampft und ein 350-400nm dünner 
Polymerfilm zurück bleibt. Schließlich wurden 20µl der zu bestimmenden  E.Coli-
Lösung mit einer Gilsonpipette in das noch nicht ausgehärtete Polymer auf einer 
Goldelektrode pipettiert. Es wurde ganz kurz (2 Sekunden) bei 3000 rpm abgespinnt 
und die geprägte Goldelektrode mit einem Glasstempel überdeckt und mit einer 
Klammer befestigt. Nach ein bis zwei Tagen, wenn ein vollständiges Aus-
polymerisieren gewährleistet ist, wurden die E.Coli durch das Waschen unter Rühren 
mit 0,1% Natriumdodecyl-sulfat (SDS) aus den Kavitäten entfernt. In den so 
entstandenen Kavitäten können sich die E.Coli wieder reversibel einlagern.  
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7.4 Aufbau der Messapparatur 
 
Ein Sensor wird vor seinem Einsatz mit Hilfe eines Netzwerkanalysators auf seine 
Schwingfrequenz und Dämpfung geprüft. Die Sensoreffekte werden durch eine 
spezielle Messanordnung gemessen und in elektronische Signale umgewandelt. Für die 
Messungen in der Flüssigkeit ist eine leicht herzustellende Messzelle geeignet. Das 
Innengehäuse der Messzelle besteht aus Polydimethylsiloxan (PDMS)und das 
Außengehäuse aus Plexiglas. In Abbildung 19 ist eine Messzelle dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
In diese Messzelle wird ein Schwingquarz intergriert, wobei seine Schwingungen in 
der Flüssigkeit zusätzlich gedämpft wird. Das temperaturabhängige Rauschen ist höher 
in der Flüssigphase als in der Gasphase und macht sich bei den Messungen bemerkbar. 
Die Messzelle wird am Eingang einer Oszillatorschaltung angeschlossen um das 
Sensorsignal zu verstärken. Der Ausgang der Oszillatorschaltung ist an einen 
Zweikanal-Frequenzzähler (Agilent 53131A) angeschlossen. Abbildung 20 zeigt eine 
Oszillatorschaltung. Der Frequenzzähler steht in direkter Verbindung mit einem 
Computer, mit dem die Datenerfassung und Visualisierung durchgeführt wird. Für die 
Datenerfassung wird eine eigene, in der Arbeitsgruppe programmierte Software 
verwendet.  
 
 
Abb. 19 : Flüssigkeitsmesszelle 
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                       Abb. 21: Aufbau der Messapparatur 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In Abbildung 21ist eine Aufnahme des Arbeitsplatzes zu sehen. 
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7.5 Aufzucht und Färbung der E.Coli 
 
Das kommerziell erhältliche E.Coli Bakterium wird in einem Nährmedium behandelt 
und bei 37°C zwei Stunden am Wasserbad inkubiert. Aus Tabelle 3 ergibt sich die 
Zusammensetzung des Extrakts für einen Liter. Die so erhaltenen Zellen können nach 
Zentrifugieren und mehrmaligem Waschen mit destilliertem Wasser im Kühlschrank 
gelagert und für weitere Experimente verwendet werden. 
 
Die Stabilität dieser Lagerung und das Aussehen der E.Coli kann durch die Färbung 
mit unterschiedlichen Floureszenzfarbstoffen, wie z.B. Bisbenzimid oder 
Dansylchlorid, unter dem Lichtmikroskop geprüft und beobachtet werden. 
Der Floureszenzfarbstoff  Bisbenzimid  gehört zur Gruppe der Flourogene, die UV-
Licht absorbieren und blaugrünes, grünes oder gelbes Licht emittieren. Da das 
Bisbenzimid bevorzugt an DNA-Sequenzen mit erhöhtem A-T-Gehalt bindet, eignet es 
sich zur Färbung der Bakterienzellen. Für die Färbung wurden 20 mg der E.Coli in 
einem 2 ml Eppendorfgefäß abgewogen und im destillierten Wasser gelöst. Zwei 
Tropfen des Bisbenzimids wurden dazugegeben, 5 Minuten gerührt und für 30 
Minuten stehengelassen. Dann wurden die E.Coli zentrifugiert (5 Minuten bei 4000 
rpm), der Überstand entfernt und das Pellet in destilliertem Wasser resuspendiert. 
Dieser Waschvorgang wurde insgesamt zwei Mal wiederholt. Schließlich wurden die 
E.Coli wieder in destilliertem Wasser aufgenommen, auf einen Objektträger 
transferiert und getrocknet. Mit Hilfe des Lichtmikroskops wurden die markierten 
E.Coli- Bakterien unter VIS- und UV-Licht beobachtet und anschließend fotografiert 
(siehe Abbildung 22). 
Peptone………………..10 mg 
NaCl………………….…5 mg 
Hefeextrakt…………..…5 mg 
Tabelle 3: Zusammensetzung des Nährmediums in 
1Liter Wasser                 
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Der Floureszenfarbstoff  Dansylchlorid (5-(Dimethylamino)-naphtalin-sulfonylchlorid; 
DNSCl) wird als Reagenz auf primäre aliphatische und aromatische Aminogruppen 
eingesetzt. Es bildet mit diesen stabile blau- oder blaugrün fluoreszierende 
Sulfonamide. Zum markieren wurde eine Lösung von DNSCl (1,5 mg/ml) in Ethanol 
hergestellt.50µl dieser Lösung wurden mit 50µl der E.Coli- Lösung vermischt und auf 
einen Objektträger transferiert und getrocknet. Die gefärbten E.Coli wurden unter dem 
Lichtmikroskop beobachtet und dann fotografiert. 
 
a) b)
 
Abb. 23 : E.Coli 100fache Vergrößerung unter UV-Licht a)1,5 mg/ml b)5 mg/ml 
a) b)
 
Abb. 22: E.Coli 1 mg/ml 100fache Vergrößerung a)VIS- b) UV-Licht 
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8.Ergebnisse 
 
8.1 FT-IR-spektroskopische Untersuchungen des Polyurethans  
 
Die Herstellung von Polyurethan beruht auf zwei Reaktionen, nämlich der Reaktion 
von Diisocyanat mit Wasser und mit höherfunktionellen Hydroxyverbindungen. Im 
Rahmen dieser FT-IR-spektroskopischen Untersuchungen wurde der Einfluß von 
Reaktivität, Mischbarkeit und Katalyse der Komponenten (zwischen NCO- und OH- 
Gruppen) bei der Herstellung von Polyurethan untersucht. Die wichtigsten 
Absorptionsbanden sind die Isocyanatbande bei 2200-2300 cm
-1
 und Hydroxybande 
bei 3200-3400cm
-1
. In Abbildung 24 wird der Prozeß der Polymerisation mittels FT-IR 
beobachtet, indem auf einer Diamantzelle (ATR) die Absorption gemessen wurde. 
Dabei wird die Abnahme der Isocyanat-Gruppe mit der Zeit verfolgt. 
 
Die Messungen des Polyurethans (35µl) erfolgten am Anfang alle 5 Minuten, wobei 
ein leichter Anstieg der Absorption nach 10 min. beobachtet wurde.  
Spektrum der NCO-Gruppe
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Abb. 24: IR-Spektrum der Isocyanat-Gruppe einer Polyurethanschicht 
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Dies ist zurückzuführen auf das Verdampfen des Lösungsmittels. Nach dem Vor-
anschreiten der Polymerisation und der damit verbundenen Entfernung des Lösungs-
mittels nimmt die Intensität der Bande ab. Die Polymerisation wurde über 40 Stunden 
hinweg verfolgt. 
In Abbildung 25 ist die Absorptionsabnahme der Isocynat-Gruppe mit der Zeit zu 
beobachten. 
 
Für die Bestimmung der Abnahme der Isocyanat-Gruppe wurden die Peakmaxima mit 
der Zeit in Minuten aufgetragen.  
In Abbildung 26 wird der Prozeß der Polymerisation der Hydroxy-Gruppe bei 
Wellenzahlen zwischen 3200-3400cm
-1
mittels FT-IR beobachtet. Die Messung der 
Absorption erfolgt mittels einer Diamantzelle (ATR).  
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Abb.25 : Zeitabhängigkeit der Absorptionsabnahme der Isocyanat-Gruppe 
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In Abbildung 27 wurde die Bestimmung der Absorptionsabnahme der Hydroxy-
Gruppe gezeigt. Nach 40 Stunden geht die Absorption der Hydroxy-Gruppe gegen 0. 
            
Eine gelungene Umsetzung der Polyurethanoberfläche wurde durch FT-IR-
Spektroskopie mittels ATR-Technik qualitativ nachgewiesen. 
Zeitabhängigkeit der OH- Gruppe 
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Abb.27: Zeitabhängigkeit der Absorptionsabnahme der Hydroxy-Gruppe  
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Abb. 26: FT-IR- Spektrum der Hydroxy-Gruppe einer Polyurethanschicht 
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8.2 AFM-Messungen 
 
Die Erzeugung eines massensensitiven Sensors erfordert die  Befolgung vieler 
zusammenhängender Arbeitsschritte. Jedes einzelne Quarzplättchen muß vor der 
Prägung und nach der Auftragung der Elektroden auf seine Eigenschaften, wie 
Dämpfung und Resonanzfrequenz, überprüft werden. Die Überprüfung erfolgt mit 
Hilfe eines Netzwerksanalysators. Dabei wird auf die Elektrode geprägt, die vor der 
Beschichtung mit dem Polymer die geringere Resonanzfrequenz und Dämpfung 
besitzt, um zu verhindern, daß die beiden Frequenzen nach Anlagerung des Analyts 
bei der Messung übersprechen. Die Arbeitsschritte der Erzeugung eines 
massensensitiven Sensors wurden unter Kontakt Modus-AFM beobachtet. Die 
Aufnahme in der Abbildung 28 zeigt das Polyurethan (20 µl), mit bestimmter 
Zusammensetzung, das mittels Drop-Coating-Verfahren auf die Goldelektrode 
aufgetragen wurde. 
 
Abb.28 : AFM- Aufnahme eines Polyurethans auf einer Goldelektrode 
 
  
 
Abb 
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In den Abbildungen 28 und 29 ist zu sehen, daß das hergestellte Polyurethan frei von 
CO2 Blasen ist. Sie entstehen nämlich durch das Abreagieren des Isocyanates mit der 
Luftfeuchte und können unspezifische Frequenzänderungen hervorrufen. Dieses 
Polyurethan zeigt eine geringe Rauhigkeit von 2-2,5nm und damit eine gute Qualität. 
Die Schichtdicke des Polyurethans kann ermittelt werden, indem man das Polymer mit 
einer Rasierklinge zerkratzt und eine Sektionsanalyse mittelsdurchführt. Die Dicke der 
Schicht ist von vielen Faktoren abhängig, wie z.B. Art des Auftragens (Spin- oder 
Drop-Coating), aufgetragener Menge, der Konzentration und der Rotations-
geschwindigkeit (beim Spin-Coating). 
 
 
Abb. 29 : AFM- Aufnahme der Rauigkeit des Polyurethans 
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Abb. 30: Sektionsanalyse der Schichtdicke 
Die Sektionsanalyse ermöglicht zusätzlich eine genauere Vermessung der abgebildeten 
Strukturen. 
Die Sektionsanalyse in Abbildung 30 besagt, dass die Schichtdicke des Polyurethans 
654nm beträgt.  
Der nächste Schritt ist die Auftragung der E.Coli Lösung (w-Stamm) auf einen 
Glasstempel. 20 µl der E. Coli Lösung wurden mit einer Gilsonpipette auf einen 
Glasstempel aufgetragen und die überschüssige Lösung nach 2 Sekunden abgespinnt. 
Es ist sehr wichtig daß die Bakterien nicht akkumulieren und sie sich später reversibel 
in das Polymer einlagern. Die Stempel wurden vor der Prägung mittels AFM im 
Kontakt Modus vermessen. In Abbildung 32 wurde ein E.Coli Bakterium ausgewählt 
und die Größe des Bakteriums mit Hilfe der Sektionsanalyse ermittelt. Man erhält für 
das Bakterium einen Durchmesser (längst) von etwa 1,5 µm was den Werten in der 
Literatur entspricht.  
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Abb. 31: AFM-Aufnahme der E.Coli auf einem Glasstempel 
 
 
Abb. 32: Sektionsanalyse der E. Coli auf einem Glasstempel 
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Anhand dieser im Kontakt Modus aufgenommenen AFM-Aufnahmen laßt sich zeigen, 
dass die Stempel gut präpariert sind, da die einzelnen Bakterien homogen verteilt sind. 
Durch erfolgreiche Präparation der Stempel können bei den Prägungen die 
gewünschten Kavitäten und anschließend erfolgreiche Meßergebnisse erzielt werden.  
Als nächster Schritt wurde das Präpolymer (20µl) mittels Drop-Coating auf den mit 
Goldelektroden beschichteten Schwingquarz aufgetragen, mit 3000 rpm kurz 
abgespinnt und dann 20 µl der E. Coli Lösung darauf aufgetragen, und wieder kurz bei 
3000 rpm abgespinnt. Anschließend wird ein Glasstempel auf die beschichtete 
Goldelektrode gedrückt und fixiert. Das Präpolymer wurde 1 Tag auspolymerisieren 
gelassen. Nach dem Auspolymerisieren wurden die Stempel in lauwarmem Wasser 
ungefähr 2 min. lang gerührt und konnten dann entfernt werden. In Abbildung 33 sind 
E.Coli auf dem Polyurehan eingelagert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 33:AFM-Aufnahme der E.Coli auf einem Polyurethan  
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Die Sektionsanalyse besagt, daß das ausgewählte Bakterium, das sich komplett in der 
Schicht des Polyurethans befindet, einen Durchmesser von 1,048µm besitzt. 
Dann wurde der geprägte Sensor mit 0,1% Natriumdodecyl-sulfat (SDS) 30 Minuten 
lang unter Rühren gewaschen und eine AFM-Aufnahme gemacht, um zu sehen ob alle 
Kavitäten leer sind. 
Die gewünschten Kavitäten sind in Abbildung 35 zu sehen. Die Abdrücke von E.Coli 
sind homogen und einzeln in der sensitiven Polyurethanschicht verteilt. Dieses 
Ergebnis ermöglicht reversible Wiedereinlagerungen der E.Coli in die Kavitäten 
während der Messung.  
 
Abb. 34 : Sektionsanalyse der E. Coli auf einem Polyurethan  
58 
 
 
 
 
Abb. 36: Sektionsanalyse der E.Coli-Kavitäten auf der Polyurethanschicht 
 
 
Abb. 35: AFM-Aufnahme der leeren E.Coli-Kavitäten auf der Polyurethanschicht 
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Die Größe der Kavitäten ist in Abbildung 36 zu sehen und entspricht mit etwa 1,5 µm 
der Länge der E.Coli Bakterien (siehe Abbildung 32). Die Sektionsanalyse zeigt, daß 
die Kavitäten eine Tiefe von etwa 100 nm besitzen was eine reversible Einlagerung in 
die Kavitäten ermöglicht. 
8.3 QMB- Sensor Messungen 
 
Nach diesen FT-IR- und AFM-Untersuchungen wurden mit den QMB- Sensoren 
Messungen durchgeführt. Der QMB- Sensor wurde mit der sensitiven Rezeptorschicht 
nach oben (die Seite, der die Flüssigkeit zugewandt ist) in eine Messzelle integriert. 
Am Netzwerkanalysator wurden dann die Kanäle, für die ungeprägte und die geprägte 
Elektrode, untersucht. Die Messzelle wurde anschließend an Oszillatorschaltung und 
die Oszillatorschaltung an den Frequenzzähler angeschlossen. Für die Messung wurde 
der Analyt, E.Coli, (200 mg) in 40 ml destilliertes Wasser gebracht und insgesamt 10 
Minuten bei 4000rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet 
wurde in destilliertem Wasser resuspendiert. Dieser Vorgang wurde drei Mal 
wiederholt, wobei das Pellet am Ende  in 40 ml destilliertem Wasser aufgenommen 
wurde.Die Messungen wurden mit einer Pumpe im stopped -Flow-Modus 
durchgeführt. Bei der Messung wurde das Wasser bzw. die Analytlösung in die 
Messzelle eingepumpt, wobei kleinere Flussraten verwendet wurden. Beim 
Einpumpen von Analytlösungen in die Messzelle wurde eine kleine Flussrate von 4 
ml/min verwendet, um die Schicht nicht mechanisch zu belasten und beim Spülen 
wurde die Messung gestoppt und mit dem deionisiertem Wasser (Flussrate von 14 
ml/min.) gewaschen,da für die effiziente Entfernung der Bakterien aus den Kavitäten 
höhere Spülraten nötig sind. Dabei ist es wichtig, dass sich keine Luftblasen in der 
Messzelle (insbesondere auf den Golelektroden) bilden, weil sie unspezifische 
Frequenzänderungen verursachen. Jede Messung in Flüssigkeiten beginnt mit einem 
Spülvorgang, wobei dem Sensor eine Einschwingphase zugesprochen wird. Das 
bedeutet meist eine Frequenzerniedrigung während der ersten 30-40 Minuten (auch 
Frequenzerhöhungen können wegen der Änderung der mechanischen Eigenschaften 
des Polymers sowie Herauslösen von Resten des Analytes, auftreten.). Dieses 
Verhalten ist auf die Sättigung der Polyurethanschicht mit destilliertem Wasser oder 
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dem jeweiligen Medium zurückzuführen. Diese Sättigung verursacht ein Quellen der 
Rezeptorschicht und damit eine Massenerhöhung die in einer Frequenzerniedrigung 
beider Elektroden resultiert. Nach der Stabilisierung der Einschwingfrequenzen 
wurden die E. Coli mit einer Flussrate von 4 ml/min. in die Messzelle gepumpt. Die 
Bakterien lagern sich dabei reversibel in die Kavitäten ein. Durch die Einlagerung in 
die Kavitäten kommt es zur Massenbeladung und damit einer Frequenzerniedrigung 
der geprägten Goldelektrode, der sogenannten Messelektrode. Bei der ungeprägten 
Goldelektrode, der sogenannten Referenzelektrode, wird eine sehr niedrige 
Frequenzerniedrigung beobachtet. Dieser unspezifische Effekt ist zurückzuführen auf 
eine gewisse Affinität des Analyten zum Polymer sowie leichte Unterschiede in 
Temperatur, Viskosität oder Salzgehalt der Messlösung gegenüber der 
Referenzlösung. Diese Effekte können aber mit Hilfe der Referenz eliminiert werden. 
Die Differenz zwischen diesen beiden Elektroden bildet den eigentlichen Sensoreffekt. 
In Abbildung 37 sind Sensoreffekte, die durch unterschiedliche Konzentrationen an b-
stämmigen E.Coli hervorgerufen worden sind, zu sehen. Man beobachtet nach 
Sauerbrey eine Abnahme der Frequenz mit zunehmender Konzentration. 
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Abb. 37: Konzentrationsabhängigkeit einer b-stämmigen E.Coli geprägten und 
ungeprägten Polyurethanschicht; stopped-Flow-Messung; das Auswaschen des 
Analyten erfolgte mit deionisiertem Wasser 
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Der b- stämmige E.Coli Sensor wurde mit deionisiertem Wasser 2 min. lang bei einer 
Flussrate von 4 ml/min. gespült und dann wurden die b- stämmigen E.Coli- Lösungen 
mit unterschiedlichen Konzentrationen nacheinender gemessen. Die erste 
Konzentration von 0,05 mg/ml (4*10
8
Zellen/ml) wurde mit einer Flussrate von 4 
ml/min. in die Messzelle gepumpt, die Änderung der Frequenz wurde gemessen. Es 
wurde ein Sensoreffekt von 247,8 Hz ermittelt. Anschließend wurde die E.Coli- 
Lösung mit deionisiertem Wasser mit einer Flussrate von 14 ml/ml 2 Minuten lang aus 
den Kavitäten rausgewaschen. Es wurde ein Anstieg der Frequenz beobachtet. So 
wurden auch die anderen E.Coli- Lösungen mit Konzentrationen von 0,1mg/ml, 0,5 
mg/ml, 1 mg/ml, 2,5 mg/ml und 5 mg/ml gemessen. Der Sensoreffekt für die 
Konzentration von 0,1mg/ml (8*10
8
Zellen/ml) beträgt 248,3Hz, für 0,5 mg/ml 
(4*10
9
Zellen/ml) 491,2 Hz, für 1 mg/ml (8*10
9
Zellen/ml) 1221,1 Hz, für 2,5 mg/ml 
(2*10
10
Zellen/ml) 2469,8Hz und für 5 mg/ml (4*10
10
Zellen/ml) 4598,6 Hz. Die 
erhaltenen Sensoreffekte (siehe Abbildung 38) beweisen, dass beim b-stämmigen 
E.Coli Sensor die Frequenzerniedrigung proportional mit der Konzentration zunimmt. 
 
Es wurden die Sensoreffekte gegen die Konzentrationen aufgetragen und ein linearer 
Zusammenhang beobachtet. 
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Abb. 38: Konzentrationsabhängigkeit der Sensoreffekte der b-stämmigen E.Coli 
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In gleicher Weise wurde ein Sensor für die Detektion der w-stämmigen E.Coli 
Bakterien hergestellt. In Abbildung 39 sind unterschiedliche Sensorantworten auf 
unterschiedliche Konzentrationen der w-stämmigen E.Coli zu sehen. Auch hier erhält 
man nach der Sauerbrey-Gleichung entsprechende Sensorantworten. 
 
 
Bei einer Konzentration von 5 mg/ml (4*10
10
Zellen/ml) der w-stämmigen E.Coli-
Lösung wurde ein Sensoreffekt von 3887 Hz hervorgerufen. Der Sensoreffekt für die 
Konzentration von 2,5 mg/ml (2*10
10
Zellen/ml) beträgt 1850 HZ, für 1 mg/ml 
(8*10
9
Zellen/ml) 860,4 Hz und für 0,5 mg/ml (4*10
9
Zellen/ml) beträgt 418,1 Hz. 
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Abb. 39: Konzentrationsabhängigkeit einer w-stämmigen E.Coli geprägten und 
ungeprägten Polyurethanschicht; stopped-Flow-Messung; das Auswaschen des 
Analyten erfolgte mit deionisiertem Wasser 
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Die Sensoreffekte wurden gegen unterschiedliche  Konzentrationen der w-stämmigen 
E.Coli aufgetragen und wie in Abbildung 38 ist ein linearer Zusammenhang zu sehen.  
Die Reproduzierbarkeit ist eine der Grundanforderungen an einen Sensor und an jede 
andere analytische Methode. Unter gleichen Versuchsbedingungen müssen gleiche 
Ergebnisse erzielt werden. Um die Reproduzierbarkeit nachwiesen zu können,müssen 
mehrere Messungen mit der gleichen Konzentration und mit einer Mehrzahl von 
gleich hergestellten Sensoren durchgeführt werden. 
In Abbildung 41 ist die Reproduzierbarkeit der Messung von b-stämmigen E.Coli-
Lösungen dargestellt. Für die Ermittlung dieser Reproduzierbarkeit wurde die 
Konzentration von 5 mg/ml (4*10
10
Zellen/ml) der b-stämmigen E.Coli drei Mal 
gemessen. Diese Lösung wurde mit einer Flussrate von 4 ml/min. eine Minute lang in 
die Messzelle eingepumpt, dann wurde die Pumpe gestoppt und der Sensoreffekt 
gemessen. Zwischen jeder Messung erfolgte eine Spülung der Messzelle mit 
deionisiertem Wasser ca. zwei Minuten lang und mit einer Flussrate von 14 ml/min. 
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Abb. 40: Konzentrationsabhängigkeit der Sensoreffekte der w-stämmigen E.Coli 
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Bie der ersten Messung wurde ein Sensoreffekt von 4810 Hz,bei der zweiten Messung 
von 4900 Hz und bei der dritten Messung von 4310 Hz erzielt . 
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 Abb. 41: Reproduzierbarkeit der b-stämmigen E.Coli mit b geprägten und      
ungeprägten Polyurethanschicht ; Messung in stopped-Flow-Modus; Auswaschen des 
Analyts mit deionisiertem Wasser                          
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Abb.42 : Sensorantworten auf die gleichen Konzentrationen von b-stämmigen E.Coli 
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Für die gleichen Konzentration wurde immer ein sehr ähnlicher  Sensoreffekt erhalten. 
In Abbildung 43 ist die Reproduzierbarkeit der Messung der w-stämmigen E.Coli 
dargestellt. Die Ermittlung der Reproduzierbarkeit erfolgt wie bei den b-stämmigen 
E.Coli. 
 
Der Sensoreffekt der ersten Messung beträgt 3480 Hz,von der zweiten Mesung 3590 
Hz und von der dritten Messung 3980 Hz. Die Abbildung 44 zeigt die Sensoreffekte, 
bei einer Konzentrationen von 5mg/ml (4*10
10
Zellen/ml). Aus den beiden 
Abbildungen 43 und 44 kann man schließen daß eine gute Reproduzierbarkeit bei der 
w-stämmigen E-Coli Sensoren erreicht wurde. 
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Abb. 43: Reproduzierbarkeit der w-stämmigen E.Coli mit w-geprägten und  
ungeprägten Polyurethanschicht ; stopped-Flow-Messung; Auswaschen der 
Analyte mit deionisiertem Wasser 
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Anschließend wird die Querselektivität der b- und w-stämmigen E.Coli Sensoren 
ermittelt. Bei einem b-stämmigen Sensor ist es sehr wichtig, dass er eine sehr geringe 
Querempfindlichkeit gegenüber den w-stämmigen E.Coli aufweist und umgekehrt. 
Es wurde erstmal die Querselektivität des b-geprägten Sensors bestimmt. Nach einem 
kurzen Spülgang (eine Minute, Flussrate von 14 ml/min.) mit deionisiertem Wasser, 
wurde die 5 mg/ml b-stämmige E.Coli Lösung (30 Sekunden, Flussrate 4 ml/min.) 
eingepumpt. Es wurde ein Sensoreffekt von 1454,5 Hz für 5 mg/ml b-stämmige E.Coli 
Lösung ermittelt. Dann wurden die b-stämmigen E.Coli mit deionisiertem Wasser 
(Flussrate 14 ml/min.) aus den Kavitäten ausgewaschen und wieder die 5 mg/ml b-
stämmige E.Coli eingepumpt und gemessen. Diese Messung ergab einen Sensoreffekt 
von 5180,2 Hz. Der Vorgang wurde wiederholt und ergab eine Sensorantwort von 
4566,9 Hz. Anschließend wurden 5 mg/ml der w-stämmigen E.Coli eingepumpt und 
ergaben einen Sensoreffekt von 1564,5 Hz. Am Ende wurde noch 5 mg/ml b-stämmige 
E.Coli Lösung gemessen und ergab eine Sensorantwort von 3852 Hz.  
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Abb.44: Sensorantworten auf die die gleichen Konzentrationen von w-stämmigen E.Coli 
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Querselektivität: Prägung mit b-stämmigen E. Coli
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Abb. 45: Querselektivität des b-stämmigen E.Coli Sensors; stopped-Flow-Messungen 
Analyte sind b- und w-stämmige E.Coli; Auswaschen der Analyte mit deionisiertem 
Wasser 
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Abb. 46: Sensoreffekte mit gleichen Konzentrationen an b- und w-stämmigen E.Coli 
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In Abbildung 46 wurde gezeigt, dass der Sensoreffekt für gleiche Konzentrationen von 
b- und w-stämmigen E.Coli unterschiedlich ist. Obwohl die beiden Stämme der E.Coli 
chemisch sehr ähnlich sind und sehr ähnliche Form besitzen, unterscheiden sie sich in 
ihrer Größe. Deshalb lagern sich die w-stämmigen E.Coli schwer in die kleineren 
Kavitäten von b-stämmigen E.Coli und der b-stämmige E.Coli Sensor zeigt eine sehr 
geringe Querempfindlichkeit gegenüber dem w-Stamm der E.Coli. Die b-stämmigen 
E.Coli passen naturgemäß besser in die Kavitäten des b-stämmigen E.Coli Sensors und 
ergeben deutlich höhere Messeffekte. 
Die Querselektivität wurde auch anhand eines w-stämmigen E.Coli Sensors 
untersucht. Es wurden ein Sensoreffekt von 3773,2 Hz für w-stämmige E.Coli und ein 
Sensoreffekt von 2414,1 Hz für b-stämmige E.Coli beobachtet. 
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Abb. 47: Querselektivität des b-stämmigen E.Coli Sensors; stopped-Flow-
Messungen Analyte sind b- und w-stämmige E.Coli; Auswaschen der Analyte mit 
deionisiertem Wasser 
 
69 
 
 
Die Abbildung 48 zeigt, dass die Sensoreffekte der beiden Stämme unterschiedlich auf 
den Sensor aus dem Stamm w ansprechen. Die b-stämmigen E.Coli sind kleiner als die 
w-stämmigen E.Coli, sie können sich leichter in die Kavitäten des w-Stammes 
einlagern und deswegen ist die Querselektivität ein wenig schlechter als bei dem b-
Stamm Sensor. Obwohl sich die beiden Stämme kaum unterscheiden, erhält man 
trotzdem einen geringeren Sensoreffekt.  
In Abbildung 49 sind die b- und w-stämmigen Sensoren dargestellt. Bei einem b-
stämmigen Sensor, bei dem die Kavitäten durch die b-stämmigen E.Coli entstanden 
sind, gibt es naturgemäß eine 100% Sensorantwort auf den b-stämmigen E.Coli- 
Anayten. Für den w-stämmigen E.Coli gibt es eine Sensorantwort von 29,8%.Bei dem 
w- stämmigen Sensor mit der w-stämmigen E.Coli- Prägung wurde ein Sensorantwort 
auf die b-Stämmigen E.Coli von 59,9% und auf die w-stämmigen E.Coli von 100% 
gemessen. Diese Selektivitäten der jeweiligen Sensoren ergeben die Stärke des 
molekularen Prägens. 
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Abb. 48: Sensoreffekte mit gleichen Konzentrationen an b- und w-stämmigen E.Coli 
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Abb.49 : Darstellung der Querselektivität der w- und b-stämmigen Sensoren zu den 
jeweiligen Gattungen ( E.Coli Konzentrationen von 5 mg/ml) 
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9.Zusammenfassung 
9.1 Deutsch 
Der Einsatz von chemischen Sensoren erlaubt in vielen Bereichen den Ersatz 
instrumenteller Analysemethoden. Damit verbunden sind die Reduktion von Zeit und 
Kosten, da man qualifizierte Mitarbeiter und teure Geräte einsparen kann. Im Rahmen 
dieser Arbeit wurde mittels Oberflächenprägetechnik die Detektion von 
Mikroorganismen, E.Coli auf polymerbeschichteten QCM in der Flüssigphase 
untersucht. Für den Nachweis von Biomolekülen ist die Kombination von einem 
massensensitiven Transducer mit molekularer Prägung. Der Analyt wurde als Templat 
bei der Herstellung der chemisch sensitiven Rezeptorschicht verwendet. Durch 
Polymerisationsprozess eines Präpolymers (in diesem Fall Polyutrethan) in 
Anwesenheit der Analyten wurden geometrisch maßgeschneiderte Abdrücke erhalten, 
in denen sich die Moleküle der Analyten nach der Entfernung des Templats wieder 
reversibel einlagern können. Die Tatsache wird ausgenützt, dass ein Quarz in einem 
Wechselfeld mit einer bestimmten Frequenz schwingt und diese sich in der 
Abhängigkeit von der eingelagerten Masse ändert. In vorliegender Arbeit wurde die 
Anwesenheit der E.Coli mittels Infrarotspektroskopie und durch Färbung mit 
Floureszenzfarbstoffen überprüft. Die Bildung des Polymers wurde mit FT-IR verfolgt 
und optimiert. Es wurde die Frequenzänderung abhängig von der Konzentrations-
änderung beobachtet und festgestellt, dass sich die Frequenz proportional zur 
Analytkonzentration ändert. Die Reproduzierbarkeit des Sensors wurde durch das 
Wiederholen der Messung ermittelt. Auch die Querselektivität des Sensors  wurde 
überprüft und zeigte, dass die b- und w-stämmige E.Coli trotz ihrer ähnlicher Größe 
und Form unterschiedliche Messeffekte und niedrige Querempfindlichkeiten gezeigt 
haben. 
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9.2English 
 
Chemical Sensors provide a usefull tool for replacing many instrumental methods in 
specific areas. This leads furthermore to reduction in terms of time and costs by 
decreasing the labour time of qualified personal and expensive instruments. In this 
work, the detection of micro organisms such as bacteria E.Coli in aqueous media was 
proved using surface imprinting technique on polymer-coated QCM (quartz- crystal 
microbalances).A very suitable approach for detection of bioanalytes is the 
combination of a mass sensitive transducer with molecular imprinting. For the 
assembly of the chemically sensitive polymer film the analyte was utilized as template. 
Customized imprints of the analytes were achieved via polymerization of the 
monomers leading to a pre-polymer (in this case polyurethane).The analytes, bacteria 
E.Coli, were engulfed by the pre-polymers generative selective cavities for reversible 
reinclusion of the template. The resonance frequency depends on the mass of the layer 
deposited on the electrode and of the incorporated analyte and a QCM makes use of 
this effect. In course of this work the presence of the bacteria E.Coli could be verified 
by infrared spectroscopy and by colouring. The formation of the polymer was 
monitored by FT-IR and in this way material was optimized. The frequency change 
depending of concentration change was monitored. It was found that the change of 
frequency is proportional to the change of concentration. The reproducibility of sensor 
response has been evaluated by repeating the measurement. The cross selectivity of 
sensor was tasted and the similar dimension and geometry of the b- and w- strain of 
E.Coli applied. In both cases, the sensor response shows high sensitivity and 
selectivity. 
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10. Anhang 
 
10.1 Geräte 
 
Zentrifuge (Heraeus, Biofuge RS 28) 
Zentrifuge (Eppendorf, Centrifuge 5702) 
Vakuumpumpe 
Ofen (Heraeus, Thermicon P) 
AFM Nanoscope IIIa, Extended Multimode (Digital instruments) 
IR-Gerät (Perkin Elmer System 2000 FTIR) 
Auflichtmikroskop (Wild Heerbrugg M3Z)  
Netzwerkanalysator (HP 8752C; 300kHz bis 1,3 GHz) 
Frequenzzähler (HP 53131A) 
Peristaltikpumpe (ISMATEC IP 65, MCP-Prozess ) 
 
10.2 Verwendete Chemikalien 
 
Escherichia Coli b-Stamm (Sigma-Aldrich, EC11303-25G) , Escherichia Coli           
w-Stamm (Sigma-Aldrich, EC9637-10G), Dansylchlorid (95%TLC ,Sigma-Aldrich, 
027K2511), Ethanol (99,9%, Merck, 1.00983.2500), Natriumdodecyl-sulfat (90%, 
Fluka,132885543307226),  Poly(4-vinylphenol) (Sigma-Aldrich,24979-70-2), 
Phloroglucin (99%, Fluka, 1284747 24506215), Diphenylmethan-4,4ꞌdiisocyanat 
(Merck, 8.20797.0100), Tetrahydrofuran (99,8%, Merck, 1.09731.1000), Aceton. 
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